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Запропоновано новий амінореактивний пірилієвий барвник для кон'югації з вільними аміногрупами 
білків. Досліджено реакційну здатність 11 амінокислот з різними бічними функціональними 
групами у триетиламонійаиетатному і карбонат-бікарбонатному буферах. Здійснено кон'югацію 
з модельним пептидом. 
Вступ. Флюоресцентні зонди, що реагують з аміно­
групами, широко застосовуються для модифікації 
білків, пептидів, синтетичних олігонуклеотидів та 
інших біомолекул. Як правило, «активні барвники» 
містять хімічно реактивні ацилюючі групи, які 
утворюють аміди, сульфаміди, сечовини або тіосе-
човини після реакції з аміногрупою [1 ]. 
Раніше нами був запропонований принципово 
новий хімічний підхід для флюоресцентного 5'-
мічення олігонуклеотидів [5]. Для цього було ви­
користано реакцію пірилієвого ціанінового барвни­
ка 2-(2,6-диметил-4Н-4-піраніліденметил)-3-ме-
тил-1, З-бензотіазол-З-іум перхлорату (Cyan 39, І) 
з аміногрупою аміноалкіл-модифікованого оліго-
нуклеотиду. Ковалентна кон'югація барвника-зон-
да супроводжувалася перетворенням слабофлюо­
ресцентного вихідного пірилієвого ціаніну у флюо-
ресцентний піридинієвий барвник 2-(2,6-диметил-
1-алкіл-1,4-дигідро-4-піридиніліденметил)-3-ме-
тил-1,З-бензотіазол-З-іум (Cyan 40, II) (схема). 
У даній роботі зроблено першу спробу викори­
стання зазначеної реакції для ковалентного мі­
чення амінокислот та пептидів ціаніновими барв­
никами. 
Матеріали і методи. В роботі використовували 
Na 2 C0 3 та NaHC0 3 («Реахим», Росія), е-аміно-
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капронову кислоту (Аср), L-лізин, L-цистеїн, L-ce-
рин, L-триптофан, L-аланін, L-валін, L-аргінін, 
L-аспаргін, L-гістидин («Reanal», Угорщина). 
Диметилсульфоксид (ДМСО) та етиловий 
спирт використані без попереднього очищення. 
Триетиламін та оцтова кислота («Реахим») були 
перегнані один раз при атмосферному тиску. Спек­
трофотометричні дослідження здійснювали на при­
ладі «Specord М-40» (Німеччина). Хроматомасспек-
трометр HP GC/MS 5890/5972 з колонкою HP 5MS 
(внутрішній діаметр 0,25 мм, довжина ЗО м) вико­
ристано для аналізу реакційних сумішей після 
проведення реакції з амінокислотами. 
Na 2 C0 3 -NaHC0 3 буфер з інтервалом рН 9,2— 
10,8 готували згідно з [2]; 0,1 М триетиламо-
нійацетатний (ТЕАА) буфер (рН 11,3—11,6) — 
розведенням його 1 М розчину та додаванням 
триетиламіну до потрібної величини рН. 
Як модельний поліпептид використовували С-
кінцевий фрагмент кінази S6 рибосомного білка 
людини (p70-S6 кіназа) довжиною 72 амінокис­
лотних залишки. 
Загальна процедура проведення реакції з амі­
нокислотами. 0,5 мл 0,01 М розчину амінокислоти 
змішували з 0,5 мл 0,1 М буфера та додавали 
0,5 мл 0,01 М розчину Cyan 39 у ДМСО. Далі 
реакційну суміш термостатували при температурі 
50 °С. Через певні проміжки часу (10—20 хв) 
відбирали проби реакційної суміши (0,02 мл), спи-
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Рис. 1. Електронні спектри поглинання барвників Cyan 39 (7) 
та Cyan 40 (2) 
ртом доводили об'єм до 2 мл і записували спектри 
абсорбції. Реакцію вважали завершеною при зміні 
кривої спектра поглинання / на 2 (рис. 1). 
Попередньо проведені експерименти з сумі­
шами Cyan 39—Cyan 40 з різним процентним 
співвідношенням барвників дають підставу стверд­
жувати про досить високу чутливість цього під­
ходу. Так, 5 % домішки Cyan 39 (Amax - 460 нм) у 
Cyan 40 (Amax = 434 нм) були добре помітні на 
спектрі поглинання (даних не наведено). 
Загальна процедура хроматомасспектроскопі-
чного аналізу реакційної суміші Реакційну суміш 
(1 мл) екстрагували хлористим метиленом (1 мл) і 
5 мкл метиленового розчину вводили в колонку. 
Температура інжектора складала 280 °С, детекто­
ра — 300 °С. Температурний режим хроматографу-
вання: 120 °С — 2 хв, потім градієнт температури 
до 300 °С із швидкістю 20 °С/хв та 15 хв при 
300 °С 
Загальна процедура мічення пептиду. До роз­
чину 3,5-10"7 моль пептиду в 50 мкл води додавали 
50 мкл відповідного 0,1 М буфера (триетиламоній-
ацетатного з рН 11,65 або карбонат-бікарбонатного 
з рН 10,8) та 100 мкл 2,5-10~6 М розчину Cyan 39. 
Реакційну суміш витримували протягом 90 хв на 
водяній бані з температурою 50 °С, після чого її 
аналізували електрофорезом у поліакриламідному 
гелі. 
Результати і обговорення. Реакція пірилієвих 
ціанінових барвників з первинними амінами є од­
ним з добре відомих методів отримання піри-
динієвих ціанінових барвників (схема). Так, на­
приклад, для синтезу барвника Cyan 40 (II) вихід­
ний ціанін Cyan 39 (І) кип'ятять протягом 2 год у 
25 %-му спиртовому розчині метиламіну [3]. По­
дібні реакції описані також у киплячому ДМФА 
[4]. 
Зрозуміло, що за таких умов взаємодії з аміна­
ми ця реакція не може застосовуватися для мічен­
ня біологічних об'єктів. 
Раніше нами були відпрацьовані м'які умови 
для мічення олігонуклеотидів за допомогою зазна­
ченої реакції. Так, у досить лужному середовищі 
Cyan 39 добре реагував з первинною аміногрупою 
на довгому аліфатичному ланцюзі аміноалкілмо-
дифікованого олігонуклеотиду [5]. Поширення 
цього методу для амінокислот та пептидів вимагає 
більш детального вивчення взаємодії ціанінового 
барвника з амінокислотами. 
Метою нашої роботи було дослідження швид­
кості реакції Cyan 39 з аміногрупами різних аміно­
кислот у залежності від природи аміногрупи (сте-
ричні утруднення, рК
я
) та впливу бічних функ­
ціональних груп амінокислот на перебіг реакції 
(побічні реакції, каталіз), а також розробка умов 
мічення білка. Реакцію досліджували при темпера-
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Таблиця J 
Час реакції Cyan ЗО з амінокислотами е карбонат-бікарбонатному буфері 
•Реакція практично не йде. 
Таблиця 2 
Час реакції Cyan 39 з амінокислотами в ТЕАА 
турі 50 °С та інтервалі рН 9,2—11,6. Більшість 
білків за таких умов не руйнується. Необхідна 
лужність середовища повинна забезпечуватися бу­
фером, який не містить первинних та вторинних 
аміногруп, оскільки останні реагують з барвником. 
Триетиламонійацетатний та карбонат-бікарбонат-
ний буфери задовольняють цим вимогам і забезпе­
чують необхідний для реакції інтервал рН. 
Основні результати стосовно швидкості перебі­
гу реакції подані в табл. 1, 2. 
Як природа амінокислоти впливає на швид­
кість реакції, видно з табл. 1, 2. Так, найшвидше 
реагує аміногрупа біля вторинного атома вуглецю 
(Аср, Gly). Алкільні та алкіларильні замісники в 
а-положенні амінокислоти значно знижують швид­
кість реакції, причому ізопропільний (Val) значно 
сильніше деактивує аміногрупу, ніж метальний 
(Ala), завдяки стеричним утрудненням. Амінокис­
лоти, які містять у бічному ланцюзі функціональні 
групи, реагують набагато швидше. Можливо, це 
можна пояснити певним внутрішньомолекулярним 
каталізом. Так, гідроксильна та тіольна групи не 
реагують з барвником, але значно підвищують 
швидкість реакції (Ser та Cys відповідно). Іміда-
зольне кільце (His) незначним чином прискорює 
реакцію. 
Особливо яскраво вплив природи амінокислоти 
виявляється в карбонат-бікарбонатному буфері. В 
ТЕАА буфері при високому значенні рН різниця 
швидкості реакції для різних амінокислот не така 
значна. В цілому можна відмітити певну селек­
тивність реакції в карбонат-бікарбонатному буфері 
та більш рівномірну швидкість реакції для аміно­
кислот в ТЕАА буфері. 
Крім вивчення швидкості взаємодії амінокис­
лот з Cyan 39, необхідно також пересвідчитися у 
відсутності реакцій з наявними функціональними 
групами, відмінними від аміногрупи. Так, реакцій­
ну здатність до пірилієвого циклу потенційно мо­
жуть мати гуанідинова група аргініну та карбок-
самідна група (Asp та Gin). 
Boc-Arg використано для дослідження реакцій-
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Рис. 2. Мас-спектр продукту реакції Cyan 39 з валіном 
ної здатності гуанідинової групи. Проводили ре­
акцію в стандартних умовах при рН 11,4 для ТЕАА 
та рН 10,8 для карбонат-бікарбонатного буферів. В 
останньому випадку спектральний перехід Cyan 39 
і Cyan 40 повністю відбувається за 17 хв, тобто 
гуанідинова група досить швидко реагує з барвни­
ком. В ТЕАА буфері, навпаки, реакція практично 
не йде. Так, зміна спектра адсорбції була ледве 
помітна через 60 хв, а через 210 хв він мав вигляд, 
характерний для початку реакції. 
Boc-Asp не реагував у жодному з буферів в 
зазначеному інтервалі рН з Cyan 39. 
2 моля Cyan 39 з 1 молем незахищеного Lys 
повністю вступають у реакцію, тобто вільний Lys 
модифікується по двох аміногрупах. Реакція з а-
Boc-Lys проходить зі швидкістю, характерною для 
аміногрупи на довгому аліфатичному ланцюзі 
(15—20 хв). 
Структуру утворених амінокислотних похідних 
було підтверджено за допомогою хроматомасспект-
роскопії. Молекулярні піки спостерігалися для Аср 
(382), Ala (340), Ser (357) та Gly (327). Для інших 
похідних відмічено молекулярні піки продуктів 
термічної деструкції через досить жорсткі умови 
хроматографування. Так, наприклад, у випадку 
Val (молекулярна маса кон'югату 369), мас-спектр 
якого наведено на рис 2, максимальний пік від­
повідає декарбоксильованому продукту А (325) 
(рис. 2). 
На всіх спектрах також присутній досить ін­
тенсивний пік з m/z 269, котрий може відповідати 
продукту термічного розпаду В (269). 
Для перевірки можливості мічення пептидів за 
допомогою дослідженої реакції здійснено кон'ю­
гацію Cyan 39 з модельним пептидом довжиною 72 
амінокислотних залишки, з яких шість залишків 
були Lys та Arg, в обох досліджених буферах. 
Молярне співвідношення барвникгпептид було об­
рано 7:1, щоб прив'язати барвник до всіх вільних 
аміногруп пептиду. ПААГ-електрофорез показав 
гомогенність отриманих забарвлених кон'югатів в 
обох буферах, що свідчить про можливість застосу­
вання даного методу для мічення пептидів. 
На відміну від відомих амінореактивних барв­
ників, які або потребують попередньої активації 
для проведення кон'югації, або доступні вже в 
активному, але нестійкому стані, Cyan 39 є абсо­
лютно стійким та не потребує ніякої активації для 
зазначеної кон'югації. Мічення пептиду даним ме­
тодом може відбуватися лише по вільних аміно­
групах (е-аміногрупи лізину та N-кінцева) або ж 
додатково ще й по гуанідинових групах аргініну в 
залежності від природи обраного реакційного сере­
довища. Регулювати ступінь кон'югації можна, 
змінюючи лужність реакційного середовища. 
На наш погляд, запропонований метод є зруч­
ним та перспективним шляхом мічення пептидів і 
білків. 
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Автори висловлюють щиру подяку С. Лукашо-
ву за надання барвника Cyan 39 та О. Кухарен­
ку — за створення модельного пептиду. 
О. М. Kostenko, S. U. Dmitrieva, S. M. Yarmoluk 
Peptides and cyanine dyes. 2. Covalent labelling of amino acids and 
peptides by means of the reaction of pyrylium cyanine dyes with 
amines 
Summary 
Here we propose a new amino-reactive pyrilium dye for the 
conjugation with peptides through N-terminal and N-e-lysine's 
aminogroups. The reactivity of Cyan 39 towards eleven most 
interesting aminoacids has been investigated in triethylammonium 
acetate and sodium carbonate-bicarbonate buffers. The conjugation 
with 72-aminoacid model peptide has been carried out successfully. 
A. H. Костенко, С. Ю. Дмитриева, С. М. Ярмолюк 
Белки и цианиновые красители. 2. Использование реакции 
пирилиевых красителей с аминами для ковалентного мечения 
аминокислот и пептидов 
Резюме 
Предложен новый аминореактивный пирилиевый краситель для 
конъюгации с пептидами по N-концевой группе и N-6-амино-
группе лизина. Исследована реакционная способность 11 наибо­
лее интересных аминокислот в триэтиламмонийацетатном и 
карбонат-бикарбонатном буферах. Проведена конъюгация с мо­
дельным пептидом. 
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